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Editorial

Mili pratelé,

pripadnul mi nelehky dkol — napsat Editorial k vino¢nimu ¢islu
nasich novin. Bilancovani leto$niho roku by snadno mohlo
sklouznout k myslenkdm neveselym az depresivnim, ale feknéte
sami: KOMU BY TO PROSPELO? V nasem redakénim tymu
jsme uz davno dospéli ke shodé, Ze tento svét potrebuje nejvic ze
vSeho $ifit pozitivno. A snazime se to délat i mimo ramec
Mikrobio(m)novin — Misa svym laskavym divadlem a krasnymi
obrazky, Jirka hudbou (a taky zachranovanim zivot®), Petra
aktudlné neunavnou péci o véechno mensi nez metr ale hlavné
nadstandardni péci o své studenty, Jakub vzdélavacimi podcasty
Medici Boni (zkuste!), Monika zachranuje planetu a netinavné
bojuje za prava vSech znevyhodnénych. A pro toto ¢islo novin
jsem Vam vybrala i stejné pozitivné naladénou autorku hlavniho
¢lanku/rozhovoru. Mgr. Klira Doubkové (kromé toho, Ze 1étd na
kridle, hraje na kytaru v kapele a maluje) pracuje jako forenzni
genetik Policie Ceské republiky; specializujici se na identifikaci
stop. Lidskda DNA se v kriminalistice vyuziva jiz dlouho, ale jak
je to s mikrobiomem? Clanky na téma vyuziti mikrobiomu ve
forenzni analyze se objevuji uz nékolik let, ale co na to fikd
praxe? Klaru jsme vyzpovidali ,co se do novin veslo“, pokud ale
na nékteré své otazky odpovédi nenajdete, nevahejte a napiste
nam na nasi novou adresu cms@mikrobiom-cms.cz — dotaz radi
pfedame a zodpovime pristé.
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V pravidelnych rubrikach Vas tradi¢né zveme na spoustu zajimavych
akci, Petra si zase ve svém metodickém okénku postézuje, jak ,to
nejde®, Jakub pro Vis nasel, jak spolu interaguji mikroby po
transplantaci stolice a s Jirkou si urcité dime néco mikrobio na zub.

Do nového roku Vam vSem prejeme co nejvic obyc¢ejnych malych
lidskych radosti a sem tam néjaké prijemné prekvapeni. Tésime se na
setkdni s Vami nazivo na naSich akcich (poznite nas podle krisnych
tricek). A nezapomeiite se ob¢as mrknout na nase webové stranky —
nase kolegyné Mgr. Petra Novikova jim déva novy kabat (MOC
dékujeme) a tak tam aktuality, stanoviska, ziznamy prednasek i
upozornéni na akce naleznete ¢im dal snadnéji!

Téma mésice: Mikrobiom ve forenzni analyze:

V odborné literature se stale ¢astéji objevuji ¢lanky, ukazujici na moznost

vyuziti mikrobiomu (nej¢astéji kozniho nebo oralniho) ve forenzni
analyze. Pro zdjemce napf. tato recentni price (Diez Lopéz et al 2022).
Velka véc! ALE — co si pod tim predstavit doopravdy? Co mtize ukazat
analyza mikrobiomu NAVIC oproti stavajicim metodam? Jsme uz tak
daleko, aby se analyza mikrobiomu skutec¢né dala pouzit k dopadeni

a usvédceni pachatele? Jaké jsou vyhody a na co si musime dat pozor?

Ptame se Mgr. Klary Doubkové, forenzni geneticky PCR

Co si predstavit pod pojmem forenzni genetika?

Zjednodusené feceno se jedna o obor, ve kterém se pro potieby
vySetfovani trestnych ¢ind a trestniho fizeni vyuzivaji metody
molekulirni biologie. Aktudlné se v CR forenzni genetika v drtivé
vétsiné piipadt zaméruje na analyzu lidské DNA obsazené ve stopach
zanechanych na misté ¢inu s cilem identifikace osoby, ktera biologickou
stopu zanechala, pripadné na identifikaci mrtvol nezndmé totoznosti
pomoci uréeni pribuzenskych vztaht. Ve svété se jiz bézné v ramci
forenzni genetiky analyzuje DNA zvirat i rostlin, napt. DNA pst

a kocek, ohrozenych druht zvifat apod., z rostlin tfeba konopi.
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U nas se zkoumani nehumanni DNA zaméfuje pravé na analyzu konopi z péstiren a na urceni druht
zvifat (napf. pfi analyze plagidtu tygii masti, kterd kosti tygra na$tésti neobsahovala, nebo v pfipadech
napadeni ¢lovéka psem). V CR se forenzni genetické zkoumani diky pravnimu ramci soustied’uje
prakticky vyhradné do laboratofi PCR, ve kterych je historicky kladen dtiraz na individudlni
identifikaci osob. Nicméné forenzni genetika je oproti jinym forenznim disciplinim velmi mlady

a dynamicky obor, ktery se neustale vyviji a ma opravdu $iroky zabér a jsem si jistd, ze se bude neustale
posouvat k $irS§imu spektru zkoumanych oblasti. To, kam se posune, bude z velké miry také dano
legislativnim ramcem jednotlivych zemi. To, co je napt. v USA jiz bézné pouzivano, se v Evropé jen
zatim obtiZné prosazuje a naopak. Piikladem takové discipliny mtze byt napf. forenzni geneticka
genealogie, ktera testuje vzdalené piibuzenské vztahy a ktera v USA vedla k objasnéni jiz nemalého
poctu trestnych ¢int, avSak v Evropé si na jeji bézné vyuziti ve forenzni praxi jesté budeme muset
pockat. Neni to dano tim, ze by Evropské laboratore nebyly schopny analyzu provést, nebo ze by
nemély pristup do obsahlych genealogickych databazi se sekvenacnimi daty, ale spiSe tim, ze
legislativni podminky jednotlivych statd se zna¢né lisi a definovat spole¢ny pravni rimec umoznujici
vyuziti této analyzy na Evropském kontinentu neni viibec jednoduché. Obdobné tomu bude ziejmé
iv oblasti analyzy mikrobiomu, o kterém se zacalo vaznéji uvazovat v souvislosti s forenznim vyuzitim
az diky moznostem sekvenovani novych generaci (NGS) a ktery NEBUDE mozné efektivné vyuzit
bez sdileni dat a databazi, o pravnim ramci nemluvé.

Mohou se tedy dnesni kriminalisté oprit i o analyzu mikrobiomu, jak naznacuji nékteré
publikace?

I kdyz jsem velkym fanouskem mikrobiomu, tak u nas jesté bohuzel ne, stejné tak ve svéte je tento typ
analyzy zatim spiSe pouze testovan, vyuziti v ostrém piipadu jsem nenasla, to ale neznamend, Ze jiz
nebyl pouzit. Jako kazdy novy pfistup i analyza mikrobiomu skyta ¢etna uskali a nespocet otazek

k zodpovézeni, zejména ohledné zajisténi vzorku, srovnavacich vzorkd, jejich uchovavani a zpracovani
(napf. problematika tzv. ,kitomu“ - DNA kontaminace z izola¢nich kitt a laboratorniho spotfebniho
materidlu — o tom vice v nékterém z metodickych okének Petry Videnské). Velkym tématem je i
interpretace vysledku a jejich zaclenéni do forenzni praxe tak, aby vysledek byl akceptovin a spravné
uchopen vSemi pfijemci informace. Tento typ analyz nebude poskytovat odpovédi typu ANO/NE, ale
bude mnohem vice pracovat s mirou pravdépodobnosti, a to si musi uvédomovat jak forenzni genetik,
ktery informaci poskytuje, tak i vySetfovatel nebo statni zastupce, ktery na jejim podkladé jedna.
Oproti stavajicim molekularné genetickym metodam je analyza mikrobiomu mnohem komplikovanéjsi
nejen laboratorné, ale i na urovni vyhodnoceni a interpretace. Bude tedy na zvazenou, kde tato analyza
bude mit opravdu smysl a kde by jen konkurovala jiz dostupnym zavedenym postuptim. Nicméné
nemalé mnozstvi publikaci zabyvajicich se jiz konkrétnimi moznostmi vyuziti pro forenzni ucely
svédci o tom, Ze se s analyzou mikrobiomu do budoucna urcité pocita, a to jak s analyzou lidského
mikrobiomu, tak i mikrobiomu enviromentélniho (napf. vzorky ptdy, vzorky vody v plicich obéti
apod.). Budoucnost vidim zejména v rozvoji bioinformatickych a biostatistickych metod (hlavné
neuronovych siti), které uleh¢i praci s velkym mnozstvim vstupnich dat a s ndslednou interpretaci.

Stavajici forenzni geneticka analyza poskytuje dva zakladni typy informaci — prvni typ informaci se
tyka identifikace osoby, ktera zanechala biologicky materiil ve stopé, tato metoda je jiz velmi dobie
zavedenad, je relativné jednoduchd na provedeni i interpretaci a jeji citlivost se pohybuje v fadech
nékolika malo desitek pg a je zatim bezkonkuren¢ni. Druhy typ zahrnuje mnohem $irsi a variabilné;jsi
oblast operativnich informaci — tedy informaci, které napomahaji zazit okruh moznych pachatela.

A pravé na tomto poli ja osobé vidim nejvétsi potencial analyzy lidského mikrobiomu, ktery ze své
biologické podstaty poskytuje informace i jiného typu nez analyza lidské DNA.
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Co si pod tim muzeme predstavit?

Zatimco lidska DNA je az na vyjimky relativné konzistentni v Case (ve smyslu Zivota jedince)

a identicka ve vSech typech tkani (STR profil DNA je stejny z bukélniho stéru, krve, slin, spermatu,
epitelif aj.), lidsky mikrobiom kromé svého specifického a individualniho slozeni daného genetickymi
predispozicemi a imunitnim systémem jedince také odrazi jeho aktualni ,biologicky“ stav. Analyza
mikrobiomu by tak kromé moznosti identifikace jedince mohla poskytnout informace tykajici se
zpusobu Zivota osoby, ktera zanechala svoji biologickou stopu na misté ¢inu, o jejim geografickém
puvodu (ne z hlediska ddvnych predkd, ale to, kde pravdépodobné Zije v soucasnosti), o jejim
zdravotnim stavu, ale i tfeba o fyzickém kontaktu osob apod., druhu biologického materidlu. Stejné
tak enviromentalni mikrobiom je dynamicky a jeho analyza by mohla poskytnout informace tykajici se
pfi¢iny umrti (utonuti apod.), post mortem intervalu, mohla by indikovat pfitomnost rozkladajiciho se
lidského téla napf. v praizdném kufru auta, efektivné srovnavat vzorky pudy tam, kde neni vysledek
geologického zkoumadni dostate¢né prikazny (vzorek pidy v drazce podrizky boty podezielé osoby

a vzorek pudy na misté ¢inu). Ukazuje se, ze ma dokonce potenciil odhadnout ¢asovy ramec vzniku
stopy, coz je naprosto zasadni informace, kterou stavajici analyza DNA neni schopna poskytnout.
Hranice mezi lidskym a enviromentalnim mikrobiomem je dle mého zptisobu uvazovani velmi tenka,
stejné tak jako hranice mezi lidskou DNA a lidskym mikrobiomem a nejlepsich odpovédi se dobereme
jediné komplexnim piistupem. V idedlnim piipadé tedy jednou v budoucnu budeme na misté ¢inu
zajist'ovat komplexni stopy, tj. stopy, u kterych budeme zaroven analyzovat co nejvice jejich soucasti
vcetné lidské DNA a lidského i enviromentalniho mikrobiomu.

I pfes to, Ze viimam obrovsky potencidl svéta mikrobiomu a nepfeberné mnozstvi moznych analyz,
jeho zavedeni do rutinni forenzni praxe bude je$té béh na dlouhou trat’ a jeho vyuziti, zejména

v pocatcich, vidim spiSe v operativé a jen v takovych pripadech, kdy je naprosty nedostatek jakychkoliv
jinych dikazi a informaci. Uvedu priklad z praxe, napf. v pripadech sériové trestné ¢innosti, kdy jsou
na mistech ¢inu opakované nachizeny biologické stopy jedné a té samé neztotoznéné osoby a Ize tedy
predpokladat, ze se skutecné jedna o biologicky material pachatele a vySetfovanim se nedari dopatrat,
kdo by tou osobou mohl byt. Zde by jakakoliv informace vymezujici uzsi okruh osob byla velmi
uzite¢na a u takovychto pripadt bude skvélé mit moznost sahnout po néjaké dalsi metodé. Nejsem ale
zastancem toho, aby se za kazdou cenu nahrazovaly jiz fungujici metody. Kdyz budete chtit urcit druh
stromu pred vasim domem, také ho nebudete hned sekvenovat, ale podivite se na jeho listy, kiru
apod.

Pouziva se analyza mikrobiomu v této souvislosti jiz nékde v zahranici?

Neni mi znamo, Ze by se jiz nékde v zahrani¢i analyza mikrobiomu pouzila

v ostrém piipadu, a rozhodné neni nikde zavedena rutinné jako bézna soucast
torenznich analyz. Stejné tak jako je tomu v pripadé lékarské genetiky

a forenzni genetiky se domnivam, Ze i na poli analyzy mikrobiomu bude
forenzni pouziti v zavésu za lékarskymi poznatky z této oblasti a velka

¢ast mnou vy$e uvedenych moznych informaci bude interpretovatelna az

v momenté¢, kdy bude k dispozici dostate¢né velké mnozstvi dat véetné
relevantnich metadat, tedy skute¢né kvalitniho popisu vzorkd. Zaroven

bych rada upozornila na jednu drobnost, ktera neni na prvni pohled

zfejma. Zatimco lékarska genetika, potazmo medicina pracuje se vzorky
znamého ptuvodu ve smyslu povahy vzorku i identity osoby, které je vzorek
odebran, forenzni discipliny zkoumajici biologicky material pracuji se vzorky
neznamého pavodu a se vzorky velmi ¢asto degradovanymi ¢i jinak
poskozenymi, a to samoziejmé s sebou prinasi potiebu trochu jiného pfistupu
k celkovému postupu a hlavné interpretaci vysledku.
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Zminila jsi moZnost urceni geografického piivodu osoby, jak by to mohlo fungovat?

Nedévno vysel zajimavy ¢lanek (Cho et al, 2021), ktery pfedstavuje vefejnou forenzni mikrobiomovou

databazi. Tato databéze soustfed’uje data o sloZeni mikrobiomu z raznych nik asociovanych s lidskym
télem (kazZe, sliny, vagindlni tekutina, stolice) pochézejicich z 35 zemi. I kdyZ se jednd zatim spiSe

o pilotni projekt (viz vyhrady nize), uz v této fazi se ukazuje slozeni mikrobiomu se li$i nejen

v zavislosti na télni nice, ale i na geografii. Napf. v koznich vzorcich je pomér zastupct rodt
Staphylococcus a Corynebacterium vy$si u vzorkt pochazejicich z Asie nez z Ameriky. Ve vaginalnich
vzorcich je univerzalné rozsifen rod Lactobacillus, ale kromé toho v ném lze nalézt i endemické
zastupce, napf. Serratia se vyskytovala ve vzorcich odebranych v Brazilii, vyskyt Enterobacter byl vazan
na Kongo. Uz tyto prvni vystupy davaji tusit, ze pokud bude databdze dobie spravovana, tedy bude
obsahovat davéryhodna data a dobfe zpracovana dostupna metadata, a nasbira dostatecné mnozstvi
vzorkd, stane se urcité skvélym pomocnikem. Aktudlni pocéet vzorkd je vSak jen v niz$ich desitkach
tisic, chybi link na zdroje sekvenacnich dat (jsou to vefejné dostupnd data 16S sekvenaci véech typt
bez blizsi specifikace), moznosti komparace stavajicich vzorka z riznych zdroji jsou minimélni, chybi
moznost stazeni dat pro vlastni analyzu. Je to tedy zajimavy pocin, ale zatim pouze teoreticky.

Jak je to s jednovaje¢nymi dvojcaty a mikrobiomem?

U lidské DNA je odpovéd’ na tuto otiazku jednoducha, jadernou DNA maji jednovaje¢na dvojcata
shodnou, u mikrobiomu, ktery je mnohem vice komplexni, a navic dynamicky, je odpovéd’ slozitéjsi,
ale ze své biologické podstaty dva rtzni jedinci nemohou mit zcela shodny mikrobiom. Nékteré

z publikaci uvadi, ze u stfevniho mikrobiomu, ktery tvori hlavni ¢ast celkového lidského mikrobiomu,
je pouze kolem 50% jeho slozeni determinovano geneticky. Cést je definovana imunitnim systémem
jedince a zbytek se odviji od mnoha vnéjsich i vnitfnich faktora. Da se predpokladat, ze jednovaje¢na
dvojcata zijici ve stejné domacnosti budou mit velkou ¢ast mikrobiomu shodnou, ale ur¢ité ne
kompletni mikrobiom. Nic z tohoto vSak zatim neni dostate¢né prozkoumano, takze jsou to pouze mé
domnénky, na zikladé nékolika publikaci nemohu vynaset néjakd zasadni sdéleni. Pravé tato
dynami¢nost mikrobiomu odrazejici celkovy stav jedince bude, az ji jednou budeme schopni
dostate¢né vérohodné popsat a pochopit, velkym zdrojem informaci nejen pro medicinu, ale i forenzni
genetiku. Aktudlné vSak predstavuje tato budouci vyhoda velkou vyzvu a je i davodem, proc¢ je ¢ast
odborné verejnosti k analyze mikrobiomu velmi skepticka, a to i s ohledem na mozné forenzni pouziti.
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Novinky
Vzajemné puasobeni mikrobu po transplantaci stolice

Transplantace fekalni mikrobioty (FMT) je t¢innou lé¢bou tézkého
prubéhu klostridiové kolitidy (CDI), zivot ohrozujici stfevni infekce
vznikajici v disledku naduzivani uréitych skupin antibiotik. A¢ velmi
ucdinnd, presny zpusob jejitho puisobeni zustava nejasny. Tym Peera Borka
ve své nové studii popisuje, Ze mikrobiota pfijemce, a nikoli darce, ma
hlavni podil na slozeni definitivni mikrobialni smési, ktera vznika po
splynuti mikrobioty darce a prijemce.

Zjisténi Borkova tymu publikovana v Nature Medicine mohou byt
podkladem pro vyvoj tc¢innéjsich terapeutickych moznosti a mohly by

i pomoci identifikovat piijemce, ktefi by z FMT méli nejvétsi prospéch.
"Jak se bude zlepSovat nase chapani ekologickych procest ve stfevé po
FMT, mtzeme objevit presnéjsi a cilenéjsi vazby na klinické ucinky —
napfiklad pak moznd dokdzeme vytésnit pouze specifické kmeny (napf.
patogeny) a zdroveni minimalizovat ,vedlej$i“ Gcinky na zbytek
mikrobioty," fika vedouci autor studie Peer Bork z Evropské laboratore
molekularni biologie v Heidelbergu.

Myslenka FMT spociva v tom, Ze stfevni mikroorganismy darce mohou
pomoci upravit mikrobiotu pfijemce zptisobem, ktery podporuje zdravi
stfeva. O vzajemném pusobeni mikrobioty darce a prijemce po
transplantaci vSak zatim mnoho nevime. Bork a jeho kolegové ve snaze
rozklicovat tuto problematiku analyzovali klinickd a metagenomickd data
z 316 FMT pouzitych k 1écbé deseti raznych onemocnéni. Analyzovali
vzorky pied a po FMT a kvantifikovali dynamiku vice nez 1 089
bakterialnich druhd. Pfedchozi prace Borkova tymu ukazala, Ze kmeny
darce a prijemce mohou koexistovat. Tentokrat védci zjistili, ze
mikrobialni smés, ktera je vysledkem FMT, urcuje spise
mikrobiota prijemce nez darce.

Neékteré rody, véetné Bacteroides, Blautia a Faecalibacterium, byly ¢asto
nalezeny v koexistenci, zatimco naprt. Veillonella parvula, Akkermansia
muciniphila a Prevotella copri, se neuchytily, a u prijemct se vyskytovaly
méné ¢asto. Déle tym hodnotil, které faktory urcuji ispésnost kolonizace
stfeva prijemce mikrobiotou darce. Zjistili, Ze diverzita stfevni
mikrobioty pfijemce a také to, jak moc se jeho mikrobiota lisi od
mikrobioty darce, jsou hlavnimi faktory, urcujicimi kterym druhim se
bude po transplantaci dafit. V mikrobioté piijemce patfily bakterie fadu
Bacteroidales k nejsilnéjsim inhibitorim kolonizace, zatimco Lactococcus
lactis, Streptococcus salivarius a Dialister invisus u piifjemce kolonizaci
podporovaly. Védci vSak poznamenavaji, ze kolonizace stfeva
jednotlivymi druhy byla pfedvidatelna pouze ¢astecné. "To naznacuje, ze
uspésnost kolonizace muze byt do znacné miry stochasticka," uvadéji.
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Slovnikové podokénko

VSechny nize popsané definice
jsou psany bez googlu pfimo z
moji hlavy, neb véfim, ze google
ovladate stejné dobfe jako ja a ja
nechci délat praci za vas, ¢imz to
se ale nemusi pIné shodovat s
oficialni definici, a tedy se v tomto
okénku vzdélavate na vlastni

nebezpedi.

Primer - kratky uméle
nasyntetizovany oligonukleotid,
ktery ohranicuje sekvenci DNA,
kterou chceme amplifikovat
pomoci PCR a bez kterého by tato
amplifikace nebyla mozna

Oligonukletid - kratka sekvence
nasyntetizovanych bazi

Béze, nukleotid - DNA se sklada za
zakladnich bazi, ATCG, které svymi
kombinacemi tvofi geneticky kéd.

Amplifikace - zmnozeni, v nasem
pripadé dané sekvence
ohrani¢ené primery pomoci
polymeraz.

Polymeraza - enzym, diky kterému
dochézi k replikaci DNA nejenom
v PCR, ale i v bunkach.
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Metodické okénko aneb pro¢ o strevnim
mikrobiomu stale h...0, pardon, STOLICI vime

Tak, od minulého prispévku mame vyizolovanou DNA, huraaaa  To je
naprosto zasadni milnik v nasi pouti za analyzou mikrobiomu. Pokud ve
své laboratofi hyckate zkumavku plnou bezbarvé tekutiny, o které vite,
ze obsahuje dostatecné mnozstvi kvalitni bakteridlni DNA bez
inhibitora, tak byste minimalné méli bouchat Samparnské a tancovat na
laboratornich stolech ve sterilnich navlecich. To nejtézsi mate za sebou
a ted’ uz vas cekaji jen svétlé zitrky zalité sluncem a plujicimi duhovymi
jednorozci.

Samoziejmé kecam. Cek4 vds opét jen pot, diina a frustrace a spousta
rozhodnuti, jak se dostat ke kyzenym vysledkim s co nejmensim
poc¢tem odchylek od nezjistitelné reality. Prvni rozhodnuti se bude tykat
toho, zda se vydate cestou sekvenace genu pro 16S rRNA nebo
celometagenomového sekvenovan (WMGS, whole metagenome
sequencing, shot gun metagenomic). Nebo obojiho. Dnes nis tedy ¢ekd
porovnani obou technik a shrnuti jejich vyhod a nevyhod. Ale nebojte
se, ono stejné vic nez na vasem védeckém nidzoru bude zilezet na tom,
co unese vase laboratorni penézenka. Vsichni chceme jezdit v
mustangu, ale vystac¢ime si se $kodovkou (teda jé ne, jd zdsadné na
kolobézce ale srovnani mého MIBA s kolobézkou z Hervisu by prosté
pochopili jen ti nejlepsi z vés).

Zakladni rozdil mezi témito dvéma pfistupy spociva v tom, ze u
sekvenace genu pro 16S rRNA sekvenujeme pomnozeny krat’oucky
usek DNA, ktery ma v sobé kazda bakterie, a u celometagenomového
sekvenovani prachprosté osekvenujete veskerou DNA ve vzorku - tedy
vétsinou, jsou i vyjimky kdy se vzorkem mutiZete rizné Carovat, ale to
jindy:

Sekvenace genu pro 16S rRNA patfi do skupiny tzv. cileného
sekvenovani, kdy pred samotnou sekvenaci amplifikujeme kratky usek
DNA pomoci PCR. Gen pro 16S rRNA ma slavnou historii, kdy jej
vyuzil roku 1977 Carl Woese ke zjisténi fylogenetickych vztaht mezi
bakteriemi a objevil novou doménu Zivota na zemi — Archea (Schvalné,
kolik z vas o nich v zZivoté neslySelo. A to ty domény znime jen tfi...). Je
to velmi dtlezity gen, protoze zaji$t'uje spojeni ribozomalnich
podjednotek, které jsou zase potiebné pro translaci RNA do proteing.
A pravé proto, ze je tak hrozné moc dulezity, maji ho vSechny bakterie
relativné konzervovany, ale ne Gplné a tak ma tento gen dvé
superschopnosti. Jednak obsahuje konzervativni oblasti, kam lze cilit
primery a kromé toho i devét variabilnich oblasti, které nim umoznuje
rozlisovat bakterie mezi sebou.

Problém dnesni technologie je, Ze tento gen ma pres patnact set bazi
(bakterie se mirné délkou lii), ale my nejcastéji sekvenujeme max. 450
bp dlouhy usek. Takze si musime vybrat, kterou z téch oblasti
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PCR - polymerazova retézcova
reakce, alias, kdyz smichate DNA,
jejiz maly kousek chcete pomnozit,
primery, volné nukleotidy jako
stavebni prvky a polymerazu, jako
fachmana, ktery to vée oddre, tak
vam vzniknou miliony kopii vami
touzeného produktu.

Tedy samoziejmé pokud
neudélate nékde néjakou chybu,
treba pfi ndvrhu primerd, date
vSeho spravné koncentrace,
zvolite spravné teploty, které ma
nas fachman rad a zrovna
neprobihaji skvrny na slunci.

Translace RNA - véc se mé tak, ze
DNA je jen néco jako archiv, je tam
vSechno, je tam toho moc a
malokdo se v tom vyzna.

Proto kdyz chce burnka néco
udélat, prvné prepise
(transkribuje) jen maly Usek (gen)
DNA do RNA. RNA, to uz je
pouzitelny datovy soubor, podle
kterého lze néco vyrobit. A to néco
je bilkovina, zékladni stavebni
jednotka naseho téla a my jsme
tuto vyrobu nazvali translaci.

bp - base pair, prosté si
predstavte, Ze 1 bp je jedna baze/
nukleotid, 100 bp je sekvence o
délce 100 nukleotida...

In silico - prosté si sekvence prvné
pomoci néjakého programu
srovnate na pocitaci
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prosekvenujeme a tim se dostavame k vybéru vhodnych primera. A zde se
muzete zasekat do konce zivota. Muzete se hadat po celém svété

s jakymkoliv védcem zkoumajicim zdhady mikrobiomu. A kazdy bude mit
svilj samoziejmé jediné spravny nazor. Kazdopadné je fakt, ze dokonaly
primer neexistuje. Konzervativni oblasti nejsou az tak moc konzervativni,
aby je vSechny podchytil jeden jediny primer. TakZe nikdy zZadnym
primerem nezachytite v§echny bakterie ve vzorku. Pomoci databaze
RDP se muzete podivat, co ktery primer teoreticky chyta a co ne (takze
muzete predejit prekvapeni, Ze ve vzorku nenachazite presné tu skupinu
bakterii, o které vite, Ze tam na tuty musi byt).

Zaroven ale ani variabilni oblasti nejsou tak variabilni, abyste dokazali
bakterie od sebe bezpe¢né rozeznat na drovni druhu. Zde u riznych
druht bakterii mize byt vyhodnéjsi ta ¢i ona variabilni oblast, obecné
¢im delsi usek sekvenujete, tim lepsi rozliSeni, ale zazraky necekejte. Sem
tam néco rozeznate jen do kmene, velice ¢asto do Celedé, méné casto do
rodu a o druhu si nechejte zdit (pokud vidite vysledky sekvenace ve
velkém urcené do druhu, je to tim, Ze se pfifazuje nejblizsi pribuzna
sekvence s nomenklaturou, coz ale nemusi odpovidat realité). Opét,
pokud si chcete byt jisti, ze dokazete pomoci této sekvenace rozlisit
nékteré své oblibené bakterie, nezbyva vam nez si prvné udélat 7 silico
analyzu. V oblasti lidského mikrobiomu, ve které se nejlépe orientuji,
pozoruji jiz del$i dobu pfiklon zejména ke dvéma parim primera — jedny
pochazi z Earth microbiome project a druhé doporucuje protokol pro
sekvenaci genu pro 16S rRNA primo od Illuminy. Oba maji své chyby

a tézko je mizeme oznadit za idealni, takZe nic vim nestoji v cesté za
hledanim svatého grilu ve formé dokonalych primerq, ale vzhledem k
tomu, Ze tyto dva primery pouziva zna¢na ¢ast svéta, chybu s nimi také

neudélite.

Dalsi slabinou sekvenace genu pro 16S rRINA je to, ze kazda bakterie ma
tento gen ve svém genomu nékolikrat. A protoze ja vim, ze uz zacindte ty
malé, zI¢, zakeiné a vasi dusi zaziva hlodajici potvory znit, tak spravné
tusite, Ze kazda bakterie ma pocet kopii tohoto gent jiny. A pod vasi
semikvantitativni analyzou se pravé otrasly zaklady. Co s tim? Muzete do
analyzy zahrnout krok s normalizaci na pocet znamych kopii, ale ja to
tfeba déldm nerada (a za to mé ur¢iti odbornici minimélné nechaji za
trest kleCet v kouté na hrachu), protoze ten pocet kopii zndme jen

u znamych bakterii, které ale v naSem vzorku casto tvofi jen malou ¢ast.
Zbytek je nutno odhadnut a je otdzka, zda je lepsi tam mit néjakou vzdy
stejnou standardni chybu, nebo to normalizovat a zavadét si chybu
novou, zavislou na databdzi a momentalnim stavu znalosti. Uz vite, co
jsem myslela tim potem, dfinou a frustraci, coz? A to neni véem
metodickym okénkim konec.

Ale abychom se nebavili jenom o tom, co je Spatné, povézme si také
velkou vyhodu tohoto pfistupu. Je to pravé amplifikace. Diky ni lze
osekvenovat i vzorky s relativné nizkym zastoupenim bakteridlni DNA,
které se pomoci celometagenomového pristupu sekvenuji velice Spatné

a pro nutnou vysokou prosekvenovanost (vét$inu vyhodime ve formé
nepotiebné lidské nebo jiné hostitelské DNA) jsou doslova a do pismene
k nezaplaceni.


http://www.mikrobiom-cms.cz
http://rdp.cme.msu.edu/probematch/search.jsp
https://earthmicrobiome.org/protocols-and-standards/16s/
https://support.illumina.com/documents/documentation/chemistry_documentation/16s/16s-metagenomic-library-prep-guide-15044223-b.pdf
https://support.illumina.com/documents/documentation/chemistry_documentation/16s/16s-metagenomic-library-prep-guide-15044223-b.pdf

www.mikrobiom-cms.cz 14.12.2022

Mozna se ptate: , To sakra ta bakterie nema néjaky lepsi gen, ktery lze analyzovat?“ V prubéhu
minulych let jsem zaznamenala takové pokusy, ale zadny jiny gen nebude mit to, co ma jen a jen gen
pro 16S rRNA — bohaté databaze. A v metagenomice vse stoji i pada na kvalité databazi. Takze vas
musim zklamat, jednodussi cesta se jen tak nenajde. V nékterém piistim okénku se vydame za
moznosti sekvenace celého genu pro 16S rRNA, ale vzhledem k tomu, Ze hlavni vyhoda celého tohoto
postupu je jeho (relativné) nizkd cena, tak se masivné obzvlasté ve velkych studiich vyuziva pravé tato
metodika.

Celometagenomova sekvenace

Ac je to vyrazné drazsi analyza mikrobiomu, jeji cesta laboratofi je mnohem piimocarejsi. Jednoduse si
pripravite knihovnu z veskeré DNA, kterou ve vzorku mate a tu date sekvenovat. A Ze toho
sekvenujete hodné. Pomoci markerovych gentt mazete bakterie uréit nejenom do druhu, ale nékdy

i do kmene. Muzete se divat na pfitomné metabolické drahy. Muzete studovat geny rezistence. Nebo
vyhledavat zajimavé geny pro enzymy, které se pak uplatni v nékterém biotechnologickém odvétvi.
Muzete sestavovat nové geny i genomy. Mazete studovat mykobiom. I néjaky ten DNA virus muzete
prozkoumat. Ale znate to, kazda sranda néco stoji a tak se tento pfistup zatim stéle vyuziva spise pro
mensi projekty, kde je ale nezbytné jit do hloubky a vzorky dobfe popsat nejenom z taxonomického
hlediska.

A protoze v naSem okénku drzime prsty na tepu doby, na zavér si néco povime o novince — tzv. Shallow
Shotgun Metagenome Sequencing ¢i Shallow Whole metagenomic Sequencing (SSMS ¢i S-WMS, ja
bych si to dovolila prelozit jako mélké shot gun metagenomové ¢i celometagenomové sekvenovani).

V principu jde o to, Ze udélate vse stejné jako pfi pripravé klasické celometagenomové knihovny, ale
neprosekvenovavite tak hluboko. Tim se vyrazné snizi cena, porad trochu drazsi nez sekvenovani genu
pro 16S rRINA, ale zase diky markerovym gentm je lepsi identifikace bakterii. Tato metoda ale nemize
nahradit analyzu genu pro 16S rRNA u vzorku s nizkym zastoupenim bakterialni DNA ve vzorku nebo
u vzorkd, kde je vétsina neznamych bakterii a tim padem u nich nejsou znamy markerové geny a ani
neni vhodna, pokud vyuzivite WMGS pro napriklad sestavovani novych gent. Tato metoda se
doporucuje uzivat zejména u velkych kohortovych studii pfi analyzach stfevniho mikrobiomu.

Tak uz vite, kterou metodu si vyberete pro své analyzy? Pojedete sekvenovani genu pro 16S rRNA
a budete Setfit na celometagenomové sekvenovani pro ty nejzajimavé;jsi vzorky nebo pooly vzorka?
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At je to jak je to, obé techniky maji uréitou chybovost, ktera je ale
vyznamné vyss$i u levnéjsiho a vyuzivanéjsiho sekvenovani genu pro 16S
rRNA a je to tedy jeden z divodd, proc¢ o stfevnim mikrobiomu stile
h...0, pardon, STOLICI vime.

MikrobioKuchyné

Tentokrat bychom v nasi mikrobialni kuchyni radi upozornili na
bakteriociny a bakteriofigy jakozto prirozené nistroje, které by mohly
zabranit ristu fady patogennich mikrobt v potravinovém fetézci.
Prehledné o této zajimavé problematice pojednava souhrnny ¢lanek od
autorského teamu Claudia Rendueles et al. 2022

Jednim ze zdroji bakteriocin mohou byt bakterie mlé¢ného kvasent,
typicky hojné napf. v kysaném zeli (pozor, urcité radéji Cerstvé, nez
koupené konzervované, tam uz téch Zivych bakterii moc nezbyde),
jogurtech nebo kefiru. Pokud si zeli nalozite sami doma, pfipravite tak
excelentni zdroj bakterii mlé¢ného kvaseni a doplnite tradi¢né také
vitamin C. Jak zeli spravné nalozit se doctete tfeba na
www.zkvaseno.cz.

A's ¢im nam mohou aktivni latky produkované bakteriemi mlé¢ného
kvaseni pomoci? Dle sdéleni tymu Barbara Breza-Boruta et al. 2022
brani napf. rastu Listeria monocytogenes a Staphylococcus aureus.

Tak dobrou chut’ a at’ jste stale fit.
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